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Beschreibung 



Die Erfindung betififft eine chromatographische Saule fur 
inununologische UntersuchurigsVerf ahren. 

Mit einer solchen chromatographischen Saule sollen Separations- 
verfahren fur inununologische Bestimmungen, insbesondere 
fluoreszenz-, enzym- oder lumineszenz-immunologische Unter- 
suchungen durchgefuhrt werden, bei denen der gebildete 
Antigen-Antikorper-Komplex von den freien r nicht am Attti- 
korper gebundenen Antigenen mit Hilfe der trockenen chromato- 
graphischen Saule getrennt wird r welcher das flussige Reaktions- 
gemisch der Immunol ogischen Bestimmung aufgegeben wird und wobei 
die Antigen-Antikorper-Komplex-Losung extinktionphotometrisch 
gemessen wird. 

Seitdem 1960 S.A. Berson, R.S: Yalara und R. Bkins das Prinzip 
des Ligandenbindungsassays gefunden haben, haben der Radio- 
immunassay und seine Abkommlinge als Methode der Wahl zur 
quantitativen Bestimmung kleinster Substanzmengen in biologischem 
Material, Lebensmitteln u. a. eine weite Verbreitung 

erfahren. Nachteile dieser Methode sind of f ensichtlich d£x 
Umgang mit Radioisotopen sowie deren begrenzte Haltbarkeit, 
die vor allem auch ihre Nutzung in Landern der Dritten Welt 
beeintrachtigt, in denen die Versorgung und Entsorgung durch 
kommerzielle Kit-Hersteller nicht der in industriellen 
Landern vergleichbar ist. 

Als alternative Methoden wurden Enzym- Immunoassays, Fluor- 
eszenz-Immunoassays oder Lumineszenz-Immonoassays entwickelt, 
wobei die Bestimmung extinktionsphotometrisch erfolgt. 
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Der Erfindung iiegt d;\e Aufgabe zugrunde, eine besonders preis- 
werte und einfach zu haridhabende chromatographischa Saule 
fur sol che Untersuchungsverf ahren vorzuschiagen, die in be- 
sonders einfacher und zuverlassiger Weise Reaktionen, Trennung 
und Messung der zu untersuchenden Substanzen ermoglicht. 
Bei den bekannten universell anwendbaren Trenntechftiken, wie 
(Sent Solid-Phase-System, war bisher beim Lumineszenzvrrf ahren 

durch ein Ansezten von Partikeln, be- 
sonders beim Coated-Tube-Assay, ein schwer zu eliminierender 
Background in Kauf zu nehmen, weil verf alschende Substanzen 
an der Rohrchenwand absorbiert wurden und erhebliche Spiil-r 
Vdrgange notwendig waren. 

Handelte es sich bisher urn radioimmunologische Separations- 
verf ahren, so blieb das Problem der Entsorgung der radio- 
aktiven Fliissigkeit, was neben dem Zeitaufwand vor alien 
Dingen eine Kontaminationsgef ahr mit sich brachte. 

Demgegenuber wird erf indungsgemaQ die oben genannte Aufgabe 
bei einer trockenen chromatographischen Saule zum Separieren 
der Antigen-Ant ikorper-Komplexe von den freien, nicht an 
Antikorper gebundenen Antigenen und/oder zur vollstandigen 
Bindung aller markierten Substanzen bei der immunologischen 
Bestimmung von Antigenen bzw. Haptenennach radio-, fluoreszenz-, lumineszei 
Oder enzym-immunologischen Bestimmungsmethoden, bei der ir. 
einer wasserfesten und wasserdichten Ulnhullung als unpolares 
Saulenmaterial ein kreppf ormiges dichtgerolltes Filterpapier 
mit hohem Reinheitsgrad, insbesondere aus Regeneratzellulose 
eingepreflt ist, dadurch erreicht, dafl die chromatographische 
stehende Saule einen oberen Reaktionsteil und einen unteren 
Trenn- und Meflteil aufweist, die durch einen perf orierbaren 
Boden voneinander getrennt sind. 

Hierdurch wird erreicht, dafl Reaktion einerseits, Trennung 
und Messung andererseits f in einer einzigen Saule und zwar 
gegebenenfalls ohne aufieren Kontakt durchgefiihrt werden 
konnen, das zu untersuchende Material, insbesondere das 
radioaktive Material, vollstandig im Filter verbleibt und 



in einfachster Weise mittels eines Gamma-Counters bei radio- 
immunologischen Dntersuchungen bzw. photometrisch bei lumines- 
zenz-iramunologischen Untersuchungen gemessen werden kann. 

Als ein wichtiger erwunschter Nebeneffekt bei den radio- 
immunologischen Bestimmungen mit der erf indungsgemaBen 
Saule ist anzusehen, da3 bei radio immunologischen Bestimmungen 
das gesamte radioaktive Reaktionsgemisch in der Saule aufge- 
saugt verbleibt. Nach der Auszahlung der Proble liegt somit 
die Radiokativitat in einer bequemen handhabbaren Form vor; 
die Gefahr einer Kontamiaierung mit Resten des fliissigen 
Reaktionsgemisches ist gegenuber den iiblichen Verfahren stark 
gesenkt. Auch wenn der Antikorper stationar an eine Trager- 
substanz innerhalb des Proberohrchens gebunden ist, wird 
die gesamte flussige Radioaktivitat in der Saule absorbiert; 
dabei werden gleichzeitig die freien Antigene im oberen 
Saulenabschnitt gebunden. 

Vorzugsweise wird die Filterpapiersaule von unten dicht an 
den perforierbctren Boden des oben auf schlagbaren Reaktionsteils 
herangesteckt. Hierdurch wird beim Perforieren bis in die 
Tiefe des Pilterpapiers ein besonders wirksames Ein- 
dringen und ein ebensolches Adsorbieren erreicht. 
ZweckmaQig kann die Filterpapiersaule obeneine trichter- 
artige Aufweitung haben, mit der sie in Klemmsitz unter 
den formahnlichen Boden der Saule gesteckt ist. 

Das Filterpapier kann in eine Kunststof f hulse eingepreflt 
sein, die gegebenenf alls von einer metal lischen Hulse, ins- 
besondere aus verzinktem Kupfer, umgeben ist. Diese eignet 
sich als Abschirmmaterial bei extinktionsphotometrischen bzw. 
radioimmunologischen Messungen, 

Die Perforierung kann von aufle!. .rgenommen werden. Es ist 
aber auch moglich, mit dem Boden in Bertihrung stehende telle 
mit Zackefi, SpitZefi 6d§r dergleicihen atfszustattefi, die, 
etwa bei Drucfc auf die beiden Enden Aet Saule dann den Boden 
perforieren (geschlossenes System) .Bine besonders Anwendung 
von Saule und Filter auf Automaten ist erf indungsgemafi 
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ebenfalls in Betracht gezogen. Hierbei werden zwei unten 
geschlossene rohrenartige Mikrokuvetten nebeneinander an« 
geordnet, wobei die erste als Reaktionsgef afl mit perforier- 
barem Deckel dient. Die zweite dient als Trenn- und MeSgefafl 
und enthalt im oberen Abschnitt dicht eingepafit in eine Kunst- 
stoffhiilse das saulenartige Filterpapier, im unteren Abschnitt 
erfolgt die extinktionsphotometrische Messung. Statt der Ver- 
wendung von 2 Mikrokuvetten ist auch eine einzige Vorric*/tung 
denkbar, wobei oben der beschriebene Reaktionsteil mit per- 
forierbarem Boden und unten der Trenn- und Meflteil angeordnet 
sind. Der Trennteil besteht aus der oben beschriebenen Filter- 
papiersaule, oben trichterf ormig aufgeweitet und im Klemmsitz 
unter den Boden des Reaktionsteil s gesteckt. Der Meflteil ist 
eine Mikrokiivette, die von unten liber die Kunststof f hulse 
des Reaktionsteil s geschoben ist, 

Bei dieser Ausf uhrungsf orm ist es moglich, die Reagenzien mit 
Ausnahme der zu bestimmenden Substanz bei tiefen Temperaturen, 
insbesondere unterhalb -20°C, zu lyophilisieren. 

Schliefllich ist bei Einsatz der Maflnahme nach der Erfindung 
in Automaten moglich, alle Saulen durch einen einzigen 
Beauf schlagungsvorgang, manuell oder apparativ f perforierbar 
auszubilden. Die Beauf schlagung der Saule erfolgt, wie bei 
alien Weiterbildungen der Erfindung, von oben, 

Eine besonders zweckmaflige wichtige Weiterbildung der Er- 
findung ist darin zu sehen, das kreppformige Filtermaterial 
zur Erhohung seiner Bindungsaf f initat mit einer organischen 
Saure, insbesondere Malein- oder Oxalsaure oder gegebenen- 
falls einer Base, zu impragnieren, und das Impragniermittel 
wieder auszuwaschen. Dies verleiht dem wiedergetrockneten 
Papier durch eine gewisse Quel lung der Fasern eine verbes- 
sette Absorptionsfahigkeit und Differentiating deif Absorp- 
tion. 
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Beispielsweise Ausf uhrungsf ormen sollen nun mit Bezug auf 
die beiliegenden Zeichnungen naher erlautert werden, in 
denen 

Fig. 1 eine chromatographische Saule fiir das radio- 
immunologische Untersuchungsverf ahren (Radio- 
Immuno-Assay -RIA) ; 

Fig* 2 eine chromatographische Saule z.B. fur fluoreszenz- oder 
lumineszenz-immunologische Untersuchungsmethoden; 

Fig. 3 eine Ausf uhrungsf orm mit Mikrokiivette; 

Fig. 4 /5 ReaktionsgefaB und MeBgefaB fiir Automaten und 

Fig. 6 eine weitere Ausf uhrungsf orm zeigt. 

Fig. 1 zeigt fur radioimmunologische Bestiiranungen ein Proben- 
rohrc^en 10, in das eine stehende chromatographische Saule 12 
dicht einge^choLen ist, die etwa in der Mitte uber einen Boden 
14 verfiigt. Die faule mit Ausnahme des Filterpapiers und das 
Probenrohrchen bestehen aus einem durchsichtigen Kunststoff, 
vorzugsweise aus Polyethylen. Der Boden 14 des Reaktions- 
gefaBes ist fest und abgedichtet bezuglich der Saule angebracht. 
Der Boden 14 ist bei 16 konisch oder trichterformig nach unten 
ausgebildet und verfiigt uber eine diinne perf orierbare Basis 18. 

Durch die Konizitat des Trichterbodens entsteht ein ent- 
sprechender Ringraum 20 , der aus der Innenwand des geraden 
Saulenrohres und der Aufienwand des trichterartigen Bodens ge- 
bildet ist und oben spitz zulauft. Diese einfache Konstruktion 
wird ausgemitzt, um in unten zu beschreibender Weise eine Klemm- 
verbindung zu ermoglichen. 

Komplementar zu diesem Trichterboden verfugt der Filter- und 
Meflteil des TrenngefaBes uber eine Hulse, die in einen 
komplementar trichterformig auf geweiteten Teil 22 ubergeht. 
Die Hulse kann aus Metall, aber auch aus Kunststoff bdStehett. 
In die Hulse ist dicht eingepreBt ein Filter 30 aus prapariertem 
Krepp-Papier, welches das eigentliche Saulenmaterial bildet. 
lis verfugt uber eine Umhullung 32 aus einem aufleren steiferi 
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Kunststoff . Das Saulenmaterial kann aus Zellulose bestehen, 
die mit chemischen Impragniertmgsmitteln z.B. mit organischen 
Sauren, vorzugsweise Malein- oder Oxalsaure Oder ggf . mit 
einer Base, vorbehandelt wurde. Das mit Hulse versehene 
Reaktionsrohrchen wird in den Trichteransatz der Saule so 
eingesteckt f daB das Filter 30 den perf orierbaren Boden 
kontaktiert. 

Bei der erf indungsgemaBen Durchf uhrung der Probenbestinunung 
werden die Reagenzien in den Reaktionsteil 13 pipettiert. 
Nach Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes am Lnde der 
Inkubationszeit wire: mit einem spitzen Gegenstand der 
trichterformige Boden des Reaktionsteils von unten oder, bevor- 
zugt von oben, perforiert und zw*xr ein gutes Stuck in das 
Kreppfilter hinein. Das fliissige Reaktionsgemisch lauft 
durch den perforierten Boden in den saulenf ormigen Filter. 
Dabei erfolgt die Trennung in der Form, daB die ungebundene 
Phase, d.h. die freien, nicht an Antikorper gebundenen Anti- 
gene im oberen Saulenabschnitt absorbiert werden, wahrend 
die gebundene Phase, d.h. der Antigen/Antikorper-Komplex 
in den unteren Saulenabschnitt wandert. Samtliche radio- 
aktive Flussigkeit wird von dem wasserdicht umhullten Filter- 
papier aufgesogen und kann somit ohne Kontaminationsgef ahr 
leicht entsorgt werden. Bei der Testdurchf uhrung kann selbst- 
verstandlich das Rohrchen mit einem Deckel 40 verschlossen 
werden. Durch das enge Anliegen des Filtermaterials am Boden 
des Reaktionsgefafies und das durchgehende Durchstechen ist 
eine ausgezeichnete Benetzung des gesamten Saulenmaterials 30 
gewahrleistet. Andere Mogl ichkeiten der senkrechten Fixierung 
ties Filterpapiers mit Hulse innerhalb der gesamten Saule sind 
selbstverstandlich moglich, wie kleine Rippen an dem einen Teil, 
Ausnehmungen am anderen Teil, ein Ringwulst am trichterformigen 
Boden und eine Ringnut an der auf geweiteten Hulse etc.. 
Nachzutragen ist noch, daB der obere Saulenabschnitt, das 
ReaktionsgefaG 13, liber einen aufgeweiteten Teil 36 (Passkragen) 
in das Hullrohr iO eingepaflt ist. 
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Pig- 2 zeigt ein Ausf uhrungsbeispiel, insbesondere fur lumi- 
neszenz-, fluoreszenz- und enzym-immunologische Untersuchungs- 
verfahren* In einem Hiillrohr 50 wird eine ahniiche Konstruktioli 
wie in Fig- 1 in Form einer Saule 52 mit 6att gegen die Hiill- 
rohrinnenseite einpassenden Saulenkopf 54 eingeschoben* 

Handelte es sich bei der Konstruktion der Fig. 1 im wesent- 
l ichon hpi der Hu ispnauf weitung £es lan«gen Filters usi Metal 1 
in relativ kurzer Ausbildung der Aufweitung, so ist fur das 
Lumineszenzverf ahren nur ein kurzes Stuck Filter 56, gegebeneri-^ 
falls mit Kunststof f auBenhulle, in einem beispielsweise langen 
metallischen Hiilsenrohr 57 gehalten. Eine beispielsweise aus 
Kunststof f bestehende auf geweitete Manschette 59 ist in ahn- 
licher Weise wie in Fig. 1 iiber den komplementaren Trichter- 
boden 58 der Saule gesteckt. Diesmal geht die auf geweitete 
Hiilse/Abschirmung 59 bis ganz oben an den zwischen der Innen- 
seite des geraden Saulenrohrs und der AuftefiSeite des trichter- 
formigen Bodens 58 gebildeten Zwischen- Oder Ringraum und 
ist satt in diesern bei geringem Andruck enthalten. Auch das 
gegebenenf alls metal lische und aus verzinktem Kupfer bestehende 
Hiilsenrohr 57 fur die Fixierung des Filters dient als Abschir- 
mung. Nach der Darstellung ist die Saule unten schrag zuge- 
schnitten, um ein Abtropfen der nur in geringen Mengen ge- 
gebenenf alls vorhandenen Flvissigkeit zwangsweise sicherzu- 
stellen. Ausf uhrungsf ormen ohne Abschirmung 59 sind moglich. 
Das Filterpapier kann auch in die Kapillarhulle eingeprefit 
werden Zur f luoreszenz-immunologischen Untersuchung werden 
die Reagenzien in den Reaktionsteil 60 der chromatographischen 
Saule einschliefllich der markierenden Substanz pipettiert. 
Nach Einstellung des Reaktionsgleichgewichts wird der trichter- 
formige Boden des Reaktionsteils bis an das dicht darunter 
liegende Filterpapier perforiert und das f liissige Reaktions- 
gemisch fliefit von oben in die Filtersaule. Dabei werden die 
Komponenten getrennt, indem die freie Phase im oberen Saulen- 
abschnitt gebunden wird und die gebundene Phase, d.h. der zu 
messsnde Antigen/Antikorper/Komplex die Trennsaule durchlauft 
und auf den Boden des Probenrohrchens hinunter tropft und hier 
also extinktionsphotometrisch^ gemessen werden kann. 



Die Abschirmurig 59 kann eingefarbt sein. 

Fig. 3 zeigt eine Ausf iihrungsf orm mit einer Meflkiivette 66/ 
die als Mikrokuvette ausgebildet ist und, urn auch fur sehr 
kleine Mengen abgefilterer Flussigkeit brauchbar zu sein, 
im unteren Bereich 68 eingeschniirt ist. Es ist interessant, 
dafl die gleiche Saule 70 mit praktisch dem gleichen trichter^ 
artigen Boden 72, wie beziiglich Fig. 1 und 2 beschrieben, 
in diese Meflkiivette past und einlaoh iTii t ihrem unteren 
offenen Ende 74 eingeschoben wird. In diesem Fall ist das 
Filtermaterial 76 eingepreflt in einer Kunststof fhiille 78 , 
die dicht dem perf orierbarem Boden 80 des trichterf ormigen 
Reaktionsgefafles anliegt. Das Reaktionsgef afl kann wieder 
durch einen Deckel 40 abgeschlossen sein. Shnlich wie in 
Fig. 1 das untere Ende des Hullrohres bildet hier die Mikro- 
k(ivette das Meflgef afl, die Saule 70 das Reaktions- und Trenn- 
gefafl. Der Antigen/Antikorper/Komplex kann wieder photometrisch 
gemessen werden. In diesem Fall ist keine gesonderte Abschirmung 
vorgesehen, kann aber angeordnet werden. Es handelt sich bei 
der Mikrokuvette urn eine Konstruktion mit aus mefltechnischen 
Griinden besonders kleinem Boden 82. 

Besonders fur Automaten sind die Mikrokiivetten 86 und 88 
der Figuren 4 und 5 geeignet. Die Mikrokuvette 86 bildet 
das Reaktionsgef afl , die Mikrokuvette 88 der Fig. 5 das 
Meflgef afl . 

Die Mikrokiivetten konnen beispielsweise gruppiert in Racks 
angeordnet werden. Bei der Messung wird das Reaktionsgef afl 
dann immer iibergangen und nur im Meflgef afl gemessen. Die beiden 
Gefafie sind durch dichtschlieflende steckbare Deckel 88 abge- 
schlossen. Die Mikrokiivetten sind unten wieder eingeschniirt, 
urn einmal gut in den Halter des Automaten zu passen, zum an- 
deren, urn auch kleinste definierte Volumina messen zu konnen, 
wie bei 90 zu sehen ist. Bei der Probenuntersuchung nach immuno- 
logischen Verfahren, besonders bei f luoreszenz-immunologischen 
Bestimmungen erfolgt nach bestimmtem Ablauf das Pipettieren der 
Reagenzien in die Mikrokuvette 86 als Reaktionsgef afl. Nach Be- 



endigung der Inkubationszeit wird das Reaktionsgemisch aspi- 
riert und in der Meflkuvette 88 auf den Filter gegeben* Wenn 
die Fltissigkeit den saulenf ormigen Filter durchlauft, werden 
die Komponenten getrennt wie fur Fig* 2 Oder 3 beschrieben. 
Die Flussigkeit auf dem Boden der Meflkiivette enthSlt den 
Antigen/Antikorper/Komplex und kann photometrisch gemessen 
werden. Die Mikrokuvette 88 kann die gleiche Form wie die 
Mikrokuvette 86 der Fig. 4 haben. Beim Filter kann es sich 
Urn das yleiche Fil tex material wie suhori beschrieben urid 
unten naher erlautert handeln. Das Filtermaterial wird hier 
in eine den Innenumfang der Mikrokuvette 88 voll ausfiillende 
beispielsweise aus Kunststoff bestehende Hulse 9 4 gegeben. 

Durch die Maflnahme nach der Erfindung erfolgt also die Reagenzien- 
aufgabe oben in der beschriebenen chromatographischen Saule, 
ira Mittelteil wird gefiltert und getrennt, unten wird gemessen. 

Beim Saulenmaterial handelt es sich urn ein trockenes Adsorptions^ 
mittel aus unpolarem Material in Form eines homogenen verfilzten 
kreppf ormigen und zu einer dichten Saule gerollten Filterpapiers 
mit hohem Reinheitsgrad. Das Filterpapier besteht aus reinem 
Linters mit einem Polymerisationsgrad von 2000 - 3000 oc'Ier aus 
Regeneratzellulose mit einem Polymerisierungsgrad von 800 - 
3000 und ist frei von loslichen Stoffen. Das verwendete Filter- 
papier besitzt eine gleichmaflige Textur mit Poren in der Groflen- 
ordnung von 1 - 14^um und weist iiber der Hohe der Saule eine 
gleichmaflige Saugf ahigkeit auf. Um die Bindungsaf f initat zu 
erhohen, ist das Filterpapier mit Sauren, vorzugsweise Malein- 
oder Oxalsaure, ggf . auch mit Basen behandelt . Die Trennung 
erfolgt schnell und auflerst prazise durch das Zusammenwirken 
von Schwerkraft und Kapillarkraf ten. Die Auf trennung erfolgt 
iiberraschenderweise so, dafl die niedermolekularen Bestandteile 
(freie Antigene und Antikorper) im oberen Saulenabschnitt, d.h. 
nach kurzer Laufzeit, gebunden werden, wahrend die hochmoleku- 
laren Antigen/Antikorper/Komplexe ungebunden die Saule durch- 
wandern. In Fig. 1, bei unten abgeschlossener Saule, verbleiben 
die Komplexe im unteren Saulenabschnitt. In Fig. 2 mit unten 
offener Saule ist der Komplex in der nach unten abtropfenden 



Flussigkeit enthalten. Vefmutlich (iberwiegen bei dem 7er- 
wendeten umpolaren Adsorptionsmittel van der Waals 1 und hydro 
phobe Wechselwirkungen, die das Wanderungsverhalten erklaren 
konnen • 

Bei alien Ausf uhrungsf ormen konnen samtliche Reagenzien mit 
Ausnahme der zu bestimmenden Substanz in der SaUle lyophili- 
siert werden. 

Fie Ausf uhrungsf orir. nach Fig. 1 fur radio-immunologische 
Bestimmungen enthalt eine Metal labschirmung im oberen Filter- 
abschnitt; so dafl nur die Radioaktivitat des unten befind- 
lichen Antigen/Antikorper/Komplexes gemessen wird. fthnlich 
enthalten die Ausf uhrungsf ormen fur fluoreszenz- oder lumines 
zenz-immunologische Untersuchungen (Fig. 2, 3 r 5) eine Ab- 
schirmung aus Kunststoff urn das saulenartige Filterpapier 
zur Vermeidung jeder Lichtref lexibn. 



Schlie31ich ist es, beispielsweise fur Automaten, noch 
moglich, etwa durch gleichzeitiges Aufdrucken eine ganze 
Serie von Saulen zu perforieren. Dies kann beispielsweise 
von Hand oder iiber eine Platte geschehen. Hierzu konnte bei- 
spielsweise der Deckel mit langen spitzen Zacken versehen 
sein. Die Perforation wiirde bei Druck auf den Deckel er- 
folgen. Hier ware es allerdings notwendig, die "Saule" 
ausreichend steif auszubilden. Der trichterf ormige Boden 
der Saule wird im wesentlichen vorgeschwacht ausgebildet. 

Durch die Maflnahme nach fer Erfindung wird ein auBerst 

preiswertes prazises und umweltf reundliches Gerat 

fur die liblichen immunologischen Verfahren zur Verfiigung 

gestellt. 
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Beispiel (Bestimmung von Cortisol durch Chemilumineszenz- 
Immunoassay) 

Zur Bestimmung des Cortisols im Serum werden die folgenden, 
alle zweckmaBig in einem Kit enthaltenen Reagenzien verwendet. 

1. Antiserum , Das hochspezif ische Antiserum wurde durch Immuni- 
sierung von Kaninchen mit einem Albumin (BSA)/Cortisol-3- 
(O-Carboxylmethyl )-oxim-Konjugat gewonnen. Die Kreuz- 
reaktion des Antiserums mit andern endogenen Corticosteroiden 
ist unbedeutend. Das an das endogene Transportprotein 

(CBC) gebundene Cortisol wird statt durch ein Deblokier- 
mittel Merthiolat und ANS durch Verwendung von 0,1 mol/1 
Phtalat-Puf fer pH 4,0 freigesetzt. 

2. Als Tracer wurde Cortiso-e-Carboxymethyloxim (4-Aminobutyl-N- 
ethyl )~isoluminal (Cortisol ABEI) synthetisiert und im 
Phthalat-Puf f er im Chemilumineszenz-Immunoassay verwendet. 

3. Coritsol -Standards in Cortisol-f reiem Humanserum, kalibriert 
mit der WHO First International Reference Preparation at 
Steroid Hormon. Ein Kit enthalt 6 Standards mit folgenden 
Konzentrationen ^ug/dl ) : 0, 1, 5, 10, 20, 50. 

4. Trockene chroma tographische Trennsaulen , die als Saulen- " 
material ein gekrepptes Filterpapier von hohem Reinheits- 
grad enthalten und mit organischen Sauren wie 0,1 N 
Maleinsaure behandelt und getrocknet wurden. 

5. Als Katalysator wurde Mikroperoxidase/H 2 0 2 verwendet. 
Das Qxidationssystem Mikropercxidase/HjC^ hat sich als 
geeignet erwiesen: Hierbei liefert eine Mikroperoxidase- 
Konzentration von 5^u mol/1 in 1,5 N NaOH bei einer 

H 2°2 " Konzentration von etwa 0,1 % die besten Ergebnisse. 
Testdurchf (ihrung 

Zur feestimmUng einer unbekanftten Menge von Cortisol werden 
zu Serumproben von 5 - lOO^ul, vorzugsweise lO^ul/ 0,1 ml 
Cortisol -An tikorper und 0,1 ml Tracer (Cortisol ABEI 10" 7 molar) 
zttgegeben. DaS Reaktiondgemisch wird 30 Minuten bei Raum- 



temperatur bis zur Einstellung des Reaktionsgleichge- 
wichts inkubiert. Danach erfolgt die Trennung der gebun- 
denen Phase, d.h. des Antigen-Antikotper-Komplexes von 
der freien Phase dadurch f dafi der Boden des Reaktionsge- 
faSes mit einein Perf orationskamm perforiert wird; danach 
fliefit das Reaktionsgemisch von oben durch die trockene chro- 
matographische Saule nach unter. Dm die Trennung zu ver- 
bessern, werden nach dem Durchlauf noch 0,5 ml Wasser zu- 
gegeben. Es zeigt sich, dafi im oberen Abschnitt der chro- 
matographischen Saule die freie Phase gebunden ist, wahrend 
sich die gebundene Phase in der Fiussigkeit mit Meflrohrchen 
bef indet. 

AnschlieSend werden 200^ul NaOH 1,5 N sowie lOO^ul Mikro- 
peroxidase 5^u n*«ol/l in das Mefirohrchen pipettiert. Das 
Meflrohrchen wird in die Mefikammer des Luminometers gebracht 
und die lichterzeugende Reaktion wird durch Injektion 
von liO^ul ^2°2 0/2 * intiiert. Die Flache unter der Licht- 
intensitats-Zeit-Kurve wird (iber eine vorgewahlte Zeit 
integriert. 

Testauswertung 

Die Auswertung der Meflergebnisse erfolgt unter Verwendung 
einer Eichkurve aus 5 Standards. Zur Erstellung der Standard- 
Eichkurve wurde das gemessene Integral gegen die entsprechende 
Standard-Konzentration nach der Spline-Approximation-Standard- 
kurve aufgetragen. 

Der Mittelwert zur Bestimmung der Nachweiempf indlichkeit 
liegt bei 0,2 mg/dl Cortisol, d.h, Cortisol-Konzentrationen 
unter 0,3 mg/dl Cortisol konnen ebenfalls mit guter Reprodu- 
zierbarkeit gemessen werden. Die Bestimmung der Intercept -Werte 
gibt an, ob das Verbal tnis der einzelnen Testkomponenten (Ag, 
Ak, markiertes Antigen) und die Diskriminierungsfahigkeit des 
Testsystems in eienm idealen Bereich liegen. Die gefundenen 
Cortisol -Werte f(lr den 90%- und den 50%-Interceptpunkt liegen 
niit 0,2 bis 1,3 mg/dl Cortisol bzw. 10 bis 20 mg/dl Cortisol 
im optimalen Bereich und verlaufen (iber den gesamten MeCbereich 
annahelrnd linear* Die relative Wiederf indung schwankt dabei 
zwischen 96 bis 104%. 



Eine andere Moglichkeit, ein Verfahren gemafl der Erf indung durchzu- 
fuhren, besteht darin (Fig. 6), mit einem Reaktionsgef afl 100 
aus einem Material f wie vorher erwahnt, gegebenenf alls nach 
Aufsatz einer nicht dargestellten Kappe zu arbeiten. Nach 
der Reaktion im GefaB 100 und nach Zugabe der markierenden 
Substanzen wird der Filter- und Trennteil 106 dicht an den 
Hals 102 des Reaktionsgef afles gesteckt. Dichtungen 104 sind 
hierzu angedeutet. Es kann sich aber auch urn jede andere 
f ormschliissige gut abdichtende Verbindung handeln. In dem 
Trenn- und MeBteil 106 ist ein Filter 110 der vorbeschrie- 
benen Art dicht eingepreBt. Die Pressung kann iiber nur an- 
gedeutete Rippen 112, die oben und unten vorgesehen sein 
konnen, vergroBert werden. Der MeB- und Trennteil ist hier- 
bei durchgehend, d.h. es fallt der vorher erwahnte perforier- 
bare Boden fort. Nach dem Aufstecken wird das Ganze urn 
180° gedreht (auf den Kopf gestellt). Die Losung lauft 
durch das in oben beschriebener Weise vcrpraparierte Filter 
durch. Die Messung erfolgt in vorbeschriebener Weise. 
Das Trennen von Kopf- und Bodenteil kann natiirlich an eir*ar 
anderen Stelle, beispielsweise nahe dem unteren Teil des 
RektionsgefaBes 108 oder an einer anderen zweckmafligen Stelle 
vorgenommen werden. 

Die Bereitstellung erfolgt vorzugsweise als Kit, enthaltend 
die chromatographische Saule sowie die ublichen bekannten 
Reagentien fiir ein bestimmtes Testverf ahren, gegebenen- 

falls in abgemessenen Einheitsmengen. 

Das Meflgerat kann hierbei auch wie die Mikrokuvette der Fig. 5 
(ohne zu perf orierenden Boden) geformt and mit dem Reactions- 
gefaB zusammensteckbar ausgebildet sein. 
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Chroma tographische Saule fur immunoloqische Untersuchunqs- 

verf ahren 

ANSPRUCHE 



1. Chromatographische Saul<=» zum Separieren der Antigen- 
Antikorper-Komplexe von den freien, nicht an Antikorper 
gebundenen Antigenen und/oder zur vollstandigen Bindung 
aller markierten Substanzen bei der immune log is Chen 
Bestimmung von Antigenen bzw. Haptenen nach radio- iumineszens- 
fluoreszen2- oder enzyni-immunologischen Bestimmungs- 
methoden, bei der in einer %jasser£esten und wasser- 
dichten Umhiillung als unpolares Saulenmaterial ein 
kreppfcrmiges dichtgeroll tes Filterpapier mit hohem 
Reinheitsgrad, insbesondere aus Regeneratzellulose, 
eingepreflt ist, 

dadurch gekennzeichnet , dafl 

die Chromatographische stehende Saule aus fllteirpapier einen oberei 
von oben beaufschlagbaren Reaktionsteil (13) und 
einen unterert Trenn- und Meflteil (10; 32 bzw„ 50? 5 6 
bzw, 76; 78) aufweist, die durch einen perforierbaren 
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Boden (16; 22 bzw. 58 bzw. 80) voneinander getrennt 
sind. 



2. Chromatographische Saule nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet f dafl die 

Saule von unten dicht an den perf orierbaren Boden 
der Saule herangesteckt ist. 

3. Chromatographische Saule nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die 

Saule oben und auBen eine trichterartige Aufweitung (16- 53; 72) 
tragt, mit der sie in Klemmsitz unter den in der Form 
ahnlichen Boden der Saule gesteckt ist. 

4. Chromatographische Saule nach einem der vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet , daB die Saule 
aus Filtermaterial in eine Kunststof fhiilse ein- 
gepreBt ist, die gegebenenf alls von einer metallischen 
Hiilse, insbesondere aus verzinktem Kupfer, umgeben 

ist. 

5. Chromatographische Saule n«*ch einem der Anspruche 1 

bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der FiLtermaterii 
teal der Saule von einem Material, insbesondere 
Kunststof f, als Paflteil zur Sauleninnenwand umhullt 
ist, mit dem sie gegen den konischen bzw. trichter- 
formjgen Boden der Saule geklemmt ist. 

6. Chromatographische Saule narh einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 

daB die Saule insgesamt mittels eines Paflkragens (36) 
an ihrem oberen Ende in ein Kunststof f reagenzrohrchen 
dicht gesteckt ist. 

7. Chromatographische Saule nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , daB der Filter 
teii <*er Saule insbesondere fur photometrische Messungen/ 



gegen den Boderi des Reaktionsteils abgesdhirmt ist. 



8* Chromatographische Saule nach Anspruch 7, dadurch f 
gekennzeichnet, dafl die trichterartig aufgeweitete Abschirm 
as eLremperrorierbaren, insbesoridere nach unten trichter~ 1 
artigen Boden besteht. | 

9. Chromatographische Saule nach einem der Anspriiche 3 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet , das die trichtef^ [ 
artig aufgeweitere Abschiirmung oben an dem ansteckbaren j 
Filterteil mit den Boden von unten perforierenden 

scharfen Vorspriingen ausgebildet ist. 

10. Chromatographische Saule nach einem der vorhergehenden • 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Sauie durch einen Deckel verschlieflbar .1st. 

11. Chromatographische Saule nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl der Filter- I 
material teil der Saule zur Erhohung seiner Bindungsaf f initat j 
durch chemische xmpragnierungsmittel wie organische Sauren, 
insbesondere Maleinsaure oder Oxalsaure oder ggf . einer Base, 
prapariert ist. 

12. Abanderung der chromatographischen Saule nach Anspruch | 
1, gekennzeichnet durch einen unteren i 
Reaktionsbehalter (100) mit auf steckbarem Filter- und | 
Meflteil (106) , in welchem sich, dicht gepreflt, ein | 
die Wandung dicht abschlieBendes, gegebenenf alls in i 
einer Hiille sitzendes zur Erhohung seiner Bindungs- 
af f initat vorprapariertes Kreppf iltermaterial (110) ; 
befindet, v/obei die Saule fur den Trenn- und MeGvorgang 
um 180° (auf den Kopf ) verdrehbar bzw. stellbar ist. 



Chroma togr aphis che Saule nach einem der Anspriiche 
1 big 11, mit Filter, in Automaten, dadurch 
gekennzeichnet, dafl Zwei Ufiteri geschlossene rohren- 
artigfe Mikrokiivetten nebeneinander angeordnet sind, 
dafl als Reaktionsgef a3 ein Sauleriauf satz vofgesiehen 
ist oder die Mikrokiivette selbst als Reaktionsgef aG 
bei perforierbar^m Deckel ausgebildet ist und auf 
der 2vei£en Mikrokiivette ein Trenn- oder MeBsaulen- 
aufsatz mit Saule aus Filterpapier vorgesehen ist 
ode* das Filter allein in die zweite Mikrokiivette 
eingesetzt ist. 

Chromatographische Saule nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet , dafi die Reagenzien mit Ausnahme 
der zu bestimmenden Substanz bei tiefer Temperatur, 
insbesondere unter -20°C, lyophilisierbar ausgebildet 
sind. 

Chromatographische Saule nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB bei gruppenmafiigem Einsatz 
der Mikrokiivetten in Automaten alle Saul en durch einen 
einzigen Beauf schlagungsvorgang, insbesondere durch 
die menschliche Hand oder eine Platte, perforierbar 
ausgebildet sind. 
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FIG. 6 
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